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RESUMEN  En la actualidad se está produciendo un cambio demográfico debido al envejecimiento de la población. Al aumentar la edad, el sistema inmunitario humano experimenta cambios característicos, conocidos como inmunosenescencia, que generan respuestas inmunológicas subóptimas. La iŶŵuŶoseŶesĐeŶĐia Ŷatuƌal o ͞iŶŵuŶoseŶesĐeŶĐia 
ĐƌoŶológiĐa͟ se ƌefieƌe al deteƌioƌo pƌogƌesiǀo del sisteŵa iŶŵuŶológiĐo asociado a la edad.  Debido a este proceso se produce una alteración homeostática del sistema inmunológico y se generan  deficiencias en la función celular B y T. En las células T se originan cambios relevantes, como la reducción de células naïve, debido principalmente a la menor timopoyesis que tiene lugar durante el envejecimiento. Además, se produce por compensación homeostática una acumulación de células T efectoras y memoria con escasa diversidad de sus receptores, con una elevada proliferación, activación, senescencia y resistencia a la apoptosis. Debido a estas alteraciones homeostáticas también se produce una expansión de las células T reguladoras (Treg), células supresoras de la respuesta inmunitaria, que contribuye a la desregulación del sistema. En la población anciana se presenta asimismo una inflamación sistémica característica del envejecimiento, proceso conocido como 
͞inflammaging͟, Ƌue taŵďiéŶ difiĐulta la fuŶĐióŶ iŶŵuŶitaƌia. Estas alteraciones  conducen a que se generen respuestas inmunológicas subóptimas, provocando, entre otras complicaciones, baja efectividad de las vacunas, lo que contribuye a un aumento de la morbimortalidad de los ancianos. El virus de la gripe, o virus de la influenza, causa una elevada morbimortalidad en la población anciana. La vacuna frente a este virus es el método más efectivo frente a la infección y las complicaciones relacionadas con la enfermedad, sin embargo, los ancianos presentan una baja eficacia de la vacuna debido a las alteraciones de su sistema inmunológico.  El objetivo de la presente Tesis Doctoral fue explorar la asociación entre distintos parámetros homeostáticos en la población anciana (función tímica, proliferación de las 
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células T, frecuencia y fenotipo de las Treg y biomarcadores de inflamación) con la respuesta a la vacuna frente a influenza. Este estudio se desaƌƌolló eŶ el tƌaďajo ͞T-cell proliferative homeostatic alterations are negatively associated with the vaccine response against influenza in elderly people͟ ;eŶ reǀisióŶͿ. Observamos que las alteraciones homeostáticas proliferativas que se desarrollan en las subpoblaciones de maduración de las células T CD4 y CD8, incluyendo las Treg, se asocian a una menor respuesta a la vacuna frente a influenza. Estas alteraciones homeostáticas podrían estar íntimamente relacionadas con el aumento de inflamación sistémica y con la disminución de la función tímica asociadas al envejecimiento. Un espectro similar de alteraciones inmunológicas se produce en personas infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), incluso las que están recibiendo un tratamiento antirretroviral combinado (TARc) supresor, proceso conocido como  
͞iŶŵuŶoseŶesĐeŶĐia pƌeŵatuƌa͟, uŶ pƌoĐeso pƌeŵatuƌo y aĐeŶtuado de la 
͞iŶŵuŶoseŶesĐeŶĐia ĐƌoŶológiĐa͟. Estos pƌoĐesos ĐoŵpaƌteŶ ďastaŶtes ƌasgos, peƌo no todos. Debido a la exposición al VIH y sus antígenos se produce una depleción masiva de linfocitos T CD4 y un gran desgaste inmunológico, con expansiones oligoclonales. Además, se produce una reducción de la función del timo y, por tanto, de células naïve, debido posiblemente al timotropismo del VIH. Por otro lado, se produce un aumento en los niveles de marcadores de inflamación sistémica. Además, en este escenario también se ha observado una expansión de células Treg y de células efectoras.  Los sujetos infectados por VIH tienen un riesgo elevado de complicaciones hepáticas, puesto que hay una elevada tasa de coinfección por el Virus de la Hepatitis B (VHB) y por el Virus de la Hepatitis C (VHC). La coinfección por el VHB o el VHC aumenta notablemente la morbimortalidad hepática en estos pacientes VIH. La vacunación frente a VHB es la manera más importante de prevenir la coinfección, pero los individuos VIH muestran una baja respuesta a la vacuna. Además de la baja tasa de respuesta a la vacuna, en aquellos pacientes que responden a ella, la magnitud de los anticuerpos protectores es baja y, por consiguiente, se pierden rápidamente. 
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INTRODUCCIÓN  En la actualidad se está produciendo un cambio demográfico en el primer mundo debido al envejecimiento de la población [1]. Por ello, el interés social y científico en el conocimiento de las bases fisiológicas del envejecimiento y la mejora de la calidad de vida en personas mayores está creciendo.  Al aumentar la edad, el sistema inmunitario humano experimenta cambios característicos, conocidos como inmunosenescencia natural, asociada al envejecimiento o inmunosenescencia cronológica, que generan respuestas inmunitarias subóptimas [2]. Dicha inmunosenescencia se refiere al deterioro progresivo del sistema inmunológico asociado a la edad, afectándose tanto el componente innato como el adaptativo [3,4].  Debido a este proceso se produce una alteración homeostática del sistema inmunológico y se producen deficiencias en la función celular B y T [5,6]. En las células T se originan cambios relevantes, como la reducción de células  naïve, debido principalmente a la menor timopoyesis que se produce durante el envejecimiento [7]. Como consecuencia se desarrolla un mecanismo de compesación homeoestática, generando acumulación de células T efectoras y memoria con escasa diversidad de sus receptores de células T (TCR), con una elevada proliferación, activación, senescencia y resistencia a la apoptosis [8-11]. Debido a estas alteraciones homeostáticas también se produce una expansión de las células T reguladoras (Treg) [12-17], células supresoras del sistema inmunológico [18,19], expansión que contribuye a la desregulación del sistema. Las expansiones oligoclonales de células T pueden ser debidas a reactivaciones de infecciones silentes de virus tipo herpes como el citomegalovirus (CMV), que contribuyen al deterioro y agotamiento del sistema inmunológico [20]. En la población anciana se presenta asimismo una inflamación sistémica asociada al envejecimiento, proceso conocido 
Đoŵo ͞inflammaging͟, que también afecta negativamente a la respuesta inmunitaria [20,21]. Las alteraciones que se desarrollan con el envejecimiento llevan, por tanto, a respuestas inmunitarias ineficientes, produciendo un mayor desarrollo de patologías autoinmunes, cardiovasculares y cáncer [22-28], así como una mayor prevalencia y 
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severidad de las enfermedades infecciosas [30], así como a una baja efectividad de las vacunas [31,32]. Todo ello incide, como consecuencia, en un aumento de la morbimortalidad de esta población. EL virus de la gripe, o virus de la influenza, causa una elevada morbi-mortalidad en la población anciana [33]. La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que al año se producen entre 3 y 5 millones de casos graves de influenza y unas 650.000 muertes debidas a enfermedades respiratorias relacionadas con la gripe [34], siendo la población anciana la de mayor tasa de mortalidad [35]. La vacuna frente al virus de la gripe es el método más efectivo para prevenir la infección y sus complicaciones; debido a los cambios inmunitarios que se producen en el envejecimiento, los ancianos tienen una respuesta vacunal baja [36,37]. Las alteraciones del sistema inmunológico citadas anteriormente, junto a las alteraciones en los receptores tipo Toll [38], reducción de la actividad de la telomerasa [39,40] y deficiencias en la función celular B y T [41,42], se han relacionado específicamente con una menor respuesta a la vacuna frente a influenza. Sin embargo, las alteraciones relacionadas con la homeostasis de células T, como la menor timopoyesis y la proliferación periférica compensatoria, no se han explorado en este escenario. Además, el estado de inflamación ha sido relacionado con respuestas ineficientes a las vacunas, entre ellas la de la gripe [43-45], pero su papel en el escenario de ancianos no ha sido suficientemente explorado.  Por otro lado, las Treg suprimen la secreción de citoquinas de los linfocitos T CD4 y CD8, así como a las células presentadoras de antígenos (APC) y las células B [46]. De hecho, las Treg suprimen el cambio de clase de inmunoglobulinas en los centros germinales de los tejidos linfoides [47]. De esta manera, las Treg podrían limitar la respuesta vacunal en este escenario. Las Treg han sido estudiadas en modelos de respuesta vacunal animales [48,49] y humanos [50,51]. Además, se conoce que se expanden durante el envejecimiento [15] y tras la vacuna frente a influenza [52,53]. Sin embargo, su frecuencia y su papel antes de la vacuna frente a influenza en humanos han sido prácticamente inexplorados.  
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Por todo ello, uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral ha sido explorar la asociación entre distintos parámetros homeostáticos en la población anciana, como la función tímica, proliferación de las células T, frecuencia y fenotipo de las Treg y varios biomarcadores de inflamación, con la respuesta a la vacuna frente a influenza. Este 
estudio se desaƌƌolló eŶ el tƌaďajo ͞T-cell proliferative homeostatic alterations are 
Ŷegatiǀely assoĐiated ǁith the ǀaĐĐiŶe respoŶse agaiŶst iŶflueŶza iŶ elderly people͟ (en revisión). Un espectro similar de alteraciones inmunológicas se produce en personas infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), que desarrollan una  
͞iŶŵuŶoseŶesĐeŶĐia pƌeŵatuƌa͟, uŶ pƌoĐeso pƌeŵatuƌo y aĐeŶtuado de la 
͞inmunosenescencia croŶológiĐa͟ [ϱϰ,ϱϱ]. Esta ͞iŶŵuŶoseŶesĐeŶĐia pƌeŵatuƌa͟ 
Đoŵpaƌte alguŶos ƌasgos ĐoŶ la ͞iŶŵuŶoseŶesĐeŶĐia ĐƌoŶológiĐa͟, peƌo Ŷo todos [ϱϲ-58]. Debido a la exposición al VIH y sus antígenos se produce una depleción masiva de linfocitos T CD4 y un gran desgaste inmunológico, con expansiones oligoclonales. Además, se produce una reducción de la función del timo y, por tanto, de células naïve, posiblemente debido al timotropismo del VIH [59]. Por otro lado, se produce un aumento en los niveles de biomarcadoress de inflamación sistémica [60,61], lo que parece estar relacionado con una excesiva activación inmunitaria, no solo derivada de antígenos VIH, sino también de otras infecciones latentes y del fenómeno de traslocación bacteriana [62]. En este sentido, se ha sugerido que el aumento de proliferación de células T CD4 en este escenario puede estar muy relacionado con la mayor exposición a citoquinas proinflamatorias [63]. Además, en este escenario también se ha observado una expansión de células Treg [64].  Sin tratamiento la infección por VIH evoluciona a síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Esta fase de la enfermedad se caracteriza por la presencia de infecciones oportunistas y/o neoplasias que pueden ocasionar la muerte del paciente En la actualidad, el tratamiento antirretroviral combinado (TARc) consigue suprimir la viremia VIH permitiendo el aumento del recuento de linfocitos T CD4 y una recuperación inmunológica variable [65], reduciéndose la morbimortalidad asociada a SIDA [66,67]. Sin embargo, esta situación favorable que ocurre principalmente en los 
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países desarrollados en los que los pacientes VIH tienen acceso al tratamiento, ha hecho emerger otra realidad clínica; a ĐoŶseĐueŶĐia de la ͞iŶŵuŶoseŶesĐeŶĐia 
pƌeŵatuƌa͟, la iŶflaŵaĐióŶ ĐƌóŶiĐa y la toxicidad acumulada por la exposición a fármacos durante décadas, los sujetos infectados por VIH desarrollan eventos no definitorios de SIDA (ENOS), que incluyen un número de  complicaciones clínicas, entre ellas procesos cardiovasculares, renales, óseos, hepáticos, metabólicos, neuropsiquiátricos y neoplasias [68,69], que en ocasiones resultan en muerte y elevan por tanto la morbimortalidad asociada a la infección crónica por VIH [70]. Además, los sujetos infectados por VIH tienen un riesgo elevado de complicaciones hepáticas, puesto que hay una elevada tasa de coinfección por el Virus de la Hepatitis B (VHB) y por el Virus de la Hepatitis C (VHC) [71,72]. La coinfección por el VHB o el VHC aumenta notablemente la morbimortalidad hepática en estos pacientes. El VIH acelera el daño hepático causado por el VHB y el VHC, la cirrosis prematura y el carcinoma hepático [73,74]. La vacunación frente a VHB es la manera más importante de prevenir la coinfección, pero los individuos VIH muestran una baja respuesta a la vacuna [75]. Además de la baja tasa de respuesta a la vacuna, en los sujetos respondedores, la magnitud de los anticuerpos protectores es baja y, por consiguiente, se pierden rápidamente [76]. El recuento de linfocitos T CD4 juega un papel fundamental en la respuesta a la vacuna frente a VHB [75,77,78]) y es conocido que el agotamiento del sistema inmunitario relacionado a la infección por VIH ocasiona el fallo de la respuesta vacunal [79]. El número de dosis y el protocolo de inmunización parecen también importantes para una mejor respuesta a la vacuna [80-82]. Además, el tratamiento antirretroviral mejora la respuesta antígeno-específica, recupera el repertorio de células T [83] y disminuye la carga viral [84], mejorando con ello dicha respuesta. Sin embargo, no se ha estudiado suficiente la influencia del tipo de TARc en la respuesta vacunal. Estudios previos sugieren que  MVC, tiene propiedades inmunomoduladoras que pueden impactar de manera favorable en la respuesta inmunitaria. MVC es un antagonista del receptor de quimiocinas CCR5. Dicho receptor es, además, utilizado por el virus del VIH para completar el proceso de entrada a la célula de las cepas virales 
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con tropismo R5 [85]. Por tanto, el uso clínico de MRV está actualmente indicado en pacientes virémicos, infectados por VIH con tropismo viral CCR5 [86] y ha demostrado eficacia inmunovirológica [87].  CCR5 se expresa tanto en células del sistema inmunológico innato (macrófagos, monocitos, células dendríticas, natural killers), como el adaptativo (células T) y tiene un papel importante en la respuesta inmunitaria adaptativa y en promover la migración de las células que expresan CCR5 a sitios de inflamación [88]. El bloqueo de CCR5 por MVC tiene pues implicaciones en la respuesta inmunitaria, confiriendo al fármaco propiedades inmunomoduladoras.  En apoyo de esta hipótesis, MVC se ha relacionado con el aumento de las células T CD4 [89,90], con reducción de la activación de las células T CD4 y CD8 [91] y de marcadores de inmunosenescencia de las células T [92], así como con la reducción de niveles de marcadores de inflamación [93]. Además, MVC mostró la capacidad de reducir las células Treg en sujetos VIH sin exposición previa a  tratamiento antirretroviral (naïves) [94], células cuya elevada frecuencia se asoció a una menor respuesta a la vacuna frente a VHB [95]. Conjuntamente, MVC mejoró la distribución de las subpoblaciones de las células Treg [96].  Por todo ello, era razonable especular que los efectos inmunomoduladores del MVC pudieran impactar de manera favorable en la respuesta vacunal, mejorando tanto la respuesta humoral como la celular. De hecho, MVC había demostrado optimizar la neoinmunización meningocócica y mejorar la respuesta a los antígenos de recuerdo, como el toxoide tetánico [97]. Posiblemente, MVC, gracias a su efecto inmunomodulador, podría mejorar diferentes funciones del sistema inmunológico requeridas para ejercer una respuesta adecuada también tras la vacunación frente a VHB, incluyendo presentación de antígenos, funciones de las células T, regulación de la supresión de células T y funciones de las células B [98,99]. Por tanto, uno de los objetivos de la presente Tesis Doctoral fue analizar si un TARc que contenía MVC se asociaba a una mejor respuesta a la vacuna del VHB. Este objetivo se abordó en el trabajo ͞Association between a suppressive combined antiretroviral therapy 
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containing maraviroc and the hepatitis B virus vaccine response͟ Antimicrob Agents Chemother 2017; 62:e02050-17. Tras este trabajo se extendió su análisis, incluyendo variables inmunológicas para conocer los posibles factores, relacionados con la inmunosenescencia, que pudieran mediar en el impacto de MVC sobre la respuesta a la vacuna frente al VHB. Por tanto, se exploró el potencial efecto de un TARc que incluía MVC en diferentes parámetros relacionados con la inflamación, la función de las células T, incluidas las Treg, y de células dendríticas (DC), que pudieran estar relacionados con la efectividad de la vacuna en esta población. Este análisis se desarrolló en el trabajo ͞Iŵproǀed CD4 T-cell profile in HIV-infected subjects on maraviroc-containing therapy is associated with better responsiveness to HBV vaccination͟ J Transl Med 2018; 16:238. 
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 Objetivo 1: Explorar potenciales asociaciones entre distintos parámetros relacionados con la homeostasis de células T y la respuesta a la vacuna frente a influenza en sujetos ancianos. Con este fin, se consideraron principalmente los siguientes parámetros: función tímica, proliferación de las células T, frecuencia y fenotipo de las Treg y marcadores de inflamación. Este objetivo se abordó en 
el tƌaďajo: ͞T-cell proliferative homeostatic alterations are negatively associated with the vaccine response against influenza in elderly people͟ (en revisión). 
 Objetivo 2: Determinar si un TARc incluyendo MVC mejora la respuesta a la vacuna frente a VHB. Este objetivo se abordó en el trabajo: ͞Association between a suppressive sombined antiretroviral therapy containing maraviroc and the hepatitis B virus vaccine response͟ Antimicrob Agents Chemother 2017; 62:e02050-17. 
 Objetivo 3: Explorar el potencial efecto de un TARc incluyendo MVC sobre diferentes parámetros relacionados con la homeostasis de células T, potencialmente implicados en la respuesta vacunal frente a VHB  Con este fin, se consideraron principalmente los siguientes parámetros: función tímica, proliferación de las células T y frecuencia y fenotipo de las Treg, marcadores de inflamación y fenotipo de células dendríticas. Este objetivo se abordó en el trabajo: ͞Iŵproǀed CD4 T-cell profile in HIV-infected subjects on maraviroc-containing therapy is associated with better responsiveness to HBV vaccination͟ J Transl Med 2018; 16:238. 
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ANEXOS  Anexo 1. Demographic, clinical and immunological variables associated with HBV vaccine responsiveness. Clinical and immunological variables n=41 Unadjusted P value;  B (95% CI) Adjusted P value;  B (95% CI) Male sex, n (%) 31 (76) 0.055; -294.2 [-595.5-7.1]  Age (years) 41.0 [33.5-46.5] 0.717; -3.3 [-21.3-14.8]  Nadir CD4+ T-cell count (cells/mm3) 287.0 [206.3-402.0] 0.288; 0.46 [-0.40-1.32]  CD4+ T-cell count (cells/mm3) 703.0 [553.0-887.5] 0.302; 0.30 [-0.28-0.88]  CD8+ T-cell count (cells/mm3) 643.0 [501.0-927.0] 0.344; -0.19 [-0.58-0.21]  Ratio CD4+/CD8+ 0.9 [0.8-1.4] 0.205; 139.1 [-79.0-357.1]  Time since diagnosis (months) 75.0 [37.5-212.0] 0.200; 0.89 [-0.49-2.27]  Sexual transmission, n (%) 36 (88) 0.579; 114.4 [-298.7-527.4]  Previous AIDS, n (%) 2 (5) 0.074; -548.2 [-1152.6-56.3]  Previous HCV coinfection, n (%) 5 (12) 0.453; 154.4 [-257.3-566.0]  NRTI containing cART, n (%) 18 (44) 0.496; 92.4 [-179.4-364.2]  MVC containing cART, n (%) 21 (51) 0.017; 310.8 [58.7-563.0] 0.016; 293.3 [58.1-5280.5] Previous HBV vaccination, n (%)* 13 (32) 0.067; 262.6 [-19.5-544.8]  Simultaneous HAV vaccination, n (%) 18 (44) 0.029; 287.9 [31.0-545.0]  Time on HIV-treatment (months) 69.5 [38.0-178.8] 0.376; 0.74 [-0.93-2.42]  hsCRP (mg/L) 0.8 [0.5-1.3] 0.096; -165.8 [-362.4-30.9]  % Lymphocytes 35.6 [26.1-39.2] 0.555; 4.9 [-11.7-21.4]  % Monocytes 5.6 [5.3-6.1] 0.393; 66.5 [-89.5-222.4]  % Neutrophils 53.6 [49.3-63.3] 0.593; -3.7 [-17.8-10.3]  % CD4+ Naives 44.6 [34.2-51.0] 0.496; 3.2 [-6.3-12.7]  % CD4+ RTE 75.6 [66.5-79.8] 0.204; 9.2 [-5.2-23.7]  % CD4+ Central Memory 28.3 [23.2-39.5] 0.791; -1.9 [-16. 7-12. 8]  % CD4+ Effector Memory 20.7 [14.9-27.8] 0.400; -6.1 [-20.5-8.4]  
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% CD4+ TemRA 1.8 [1.1-4.3] 0.154; -31.4 [-75.2-12.3]  % CD4+ HLA-DR+ 1.7 [1.1-2.0] 0.161; -128.1 [-309.6-53.4]  % CD4+ ki67+ 2.3 [2.1-2.7] 0.053; -199.5 [-401.4-2.5]  % CD4+ CD57+ 4.7 [3.1-8.0] 0.825; -3.1 [-31.3-25.2]  % CD4+ CD95+ 55.0 [43.1-65.0] 0.394; -3.7 [-12.3-5.0]  % CD4+ CD25hiFoxP3+ 1.3 [1.0-1.8] 0.565; -64.7 [-290.3-160.9]  % CD4+ CD25hiFoxP3+HLA-DR+ 15.1 [11.0-21.6] 0.039; -19.7 [-38.3--1.0]  % CD4+ CD25hiFoxP3+ki67+ 19.8 [16.9-25.0] 0.011; -28.9 [-50.7--7.1] 0.005; -29.6 [-49.6--9.5] % CD4+ CD25hiFoxP3+CD39+ 81.2 [41.7-87.0] 0.274; -2.9 [-8.2-2.4]  % CD4+ CD25hiFoxP3+CTLA4+ 58.7 [46.9-68.3] 0.232; -5.9 [-15.8-4.0]  % mDCs 0.7 [0.4-1.1] 0.477; -85.4 [-325.9-155.1]  % pDCs 0.2 [0.18-0.24] 0.072; 1323.5 [-122.5-2769.6] 0.009; 1961.2 [530.4-3392.0]  Continuous variables are expressed as median values [IQR] and categorical variables are expressed as number of cases (%). All demographic, clinical and immunological variables with a p value of <0.1 in the unadjusted model were included in the adjusted model and are shown in bold. Hence, male sex, previous AIDS, MVC containing cART, previous HBV vaccination, simultaneous HAV vaccination, hsCRP, %CD4+ki67+, %CD4+CD25hiFoxP3+HLA-DR+, %CD4+CD25hiFoxP3+ki67+, %pDCs were included in the stepwise forward multivariate model. As shown, the resulting model only retained the variables MVC containing cART, %CD4+CD25hiFoxP3+ki67+ and %pDCs. Variables with a p value of <0.05 in the adjusted model were considered statistically significant and are shown in bold.  
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 Correlations were assessed using the Spearman's rho correlation coefficient. Variables with a p value of <0.1 are shown in italics. 
 
























 RESUMEN GLOBAL DE LOS RESULTADOS En el primer artículo de la presente Tesis Doctoral ͞T-cell proliferative homeostatic alterations are negatively associated with the vaccine response against influenza in 
elderly people͟ (en revisión), encontramos que los ancianos no respondedores a la vacuna frente a influenza mostraron mayor frecuencia de células Treg antes de la vacuna, así como una mayor expresión del marcador de proliferación ki67 en las Treg y en diferentes subpoblaciones de maduración de células T CD4 y CD8. Además, los biomarcadores de inflamación estudiados correlacionaron con las frecuencias de diferentes subpoblaciones de células T proliferativas y con la función tímica.  Con respecto al segundo artículo de la presente Tesis Doctoral, ͞Association between a suppressive combined antiretroviral therapy containing maraviroc and the hepatitis B virus vaccine respoŶse͟ Antimicrob Agents Chemother 2017; 62:e02050-17, observamos que, en pacientes infectados por VIH menores de 50 años, un TARc que incluía MVC se asociaba con una mayor magnitud de la respuesta a la vacuna frente a VHB. Además, la vacunación simultánea frente al Virus de la Hepatitis A (VHA), la vacuna previa frente a VHB y el sexo femenino se asociaron positivamente con la magnitud de la respuesta en la población global de pacientes VIH bajo TARc supresor. En el tercer artículo de la presente Tesis Doctoral ͞Iŵproǀed CD4 T-cell profile in HIV-infected subjects on maraviroc-containing therapy is associated with better 
respoŶsiǀeŶess to HBV ǀaĐĐiŶatioŶ͟ J Transl Med 2018; 16:238, observamos que pacientes VIH menores de 50 años tratados con un TARc incluyendo MVC presentaban mayor contribución de las células recientemente emigradas del timo (RTE) y menor frecuencia de células dendríticas mieloides (mDC). Una mayor exposición a un TARc con MVC se asoció con menores frecuencias de Treg y células T CD4 activadas y proliferativas. Además, las frecuencias de células T CD4 activadas y proliferativas se asociaron inversamente con la magnitud de la respuesta a la vacuna frente a VHB.
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           6. DISCUSIÓN GLOBAL
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DISCUSIÓN GLOBAL La presente Tesis Doctoral profundiza en el conocimiento del proceso de inmunosenescencia en el contexto de la respuesta vacunal. Por un lado, estudiamos la respuesta vacunal frente a la gripe en sujetos ancianos y, por otro, la respuesta a la vacuna frente a VHB en sujetos VIH, siendo ambos escenarios de inmunosenescencia cronológica y prematura, respectivamente. 
EŶ el pƌiŵeƌ tƌaďajo, ͞T-cell proliferative homeostatic alterations are negatively associated with the vaccine response against influenza in elderly people͟, encontramos que la respuesta a la vacuna frente a influenza en ancianos se asoció con las alteraciones homeostáticas que se producen en el sistema inmunitario durante el envejecimiento, y que afectan a la proliferación de las distintas subpoblaciones de las células T, tanto de CD4 como CD8.  Sauce y cols. [11] observaron una asociación inversa entre la función tímica y la proliferación en células T naïves en sujetos ancianos, en sujetos timectomizados durante la infancia y también en sujetos infectados por VIH. Sin embargo, aunque en nuestra cohorte de ancianos observamos una mayor proliferación de células T naïves en el grupo de los no-respondedores a la vacuna, esto no se asoció aparentemente con una menor función tímica. Quizá esto podría explicarse por el hecho de que, aparentemente, nuestra cohorte mostró una función tímica relativamente preservada, en comparación con los valores de otra cohorte en la que la función tímica se determinó utilizando la misma técnica [100]. Lo que sí observamos fue una asociación entre la elevada proliferación de las subpoblaciones de células T estudiadas y diversos marcadores de inflamación, pudiendo, por tanto, esta proliferación ser un reflejo más directo del estado de inflamación. En esta línea, trabajos previos mostraron también una relación entre la inflamación en sujetos VIH y una mayor proliferación de las células T memoria [63]. Por tanto, es razonable especular que el incremento de la proliferación homeostática que se observa durante el envejecimiento pueda contribuir al ͞iŶflaŵŵagiŶg͟. Por otro lado, nosotros observamos una relación inversa entre los niveles de los marcadores de inflamación y la función tímica, y otros autores también 
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han descrito previamente una relación entre la involución del timo y la inflamación crónica [101]. De esta manera, en el escenario del envejecimiento, la función tímica y la inflamación parecen estar inversamente relacionadas. Además, el hecho de que los ancianos que fallecen en nuestra cohorte, durante un año de seguimiento posterior a la vacunación, presenten conjuntamente fallo tímico,  elevada proliferación de las células T y  mayor inflamación, refuerza la hipótesis de que estos parámetros estén estrechamente interrelacionados. Con relación a la respuesta vacunal en ancianos, además de la asociación con la mencionada proliferación de células T, observamos también una tendencia a la asociación con marcadores de inflamación. El papel deletéreo de la inflamación en este escenario es consistente con lo descrito previamente [43,44]. Por otro lado, la infección por CMV, que es uno de los principales factores asociados a inflammaging, más concretamente, el título de anticuerpos frente a CMV, se ha asociado con la respuesta vacunal en otras cohortes de ancianos [102,103]. En nuestra cohorte, no hemos observado esta asociación, pese a que sí hemos encontrado una asociación entre el título de anticuerpos anti-CMV y los niveles de marcadores de inflamación. De nuevo, quizá el hecho de que en nuestra cohorte los niveles de los marcadores de inflamación estén relativamente preservados (en comparación con otras cohortes de ancianos), puede explicar la aparente contradicción en nuestros resultados. Tampoco podemos descartar que exista asociación con marcadores de inflamación diferentes de los analizados en este estudio.  En relación con el escenario de la infección por VIH, los niveles de marcadores de inflamación han sido también previamente asociados con la escasa respuesta vacunal frente a VHA, VHB y tétanos, en sujetos coinfectados por VHC y VIH [104]. Además, la proteína C reactiva ultrasensible (usPCR) se ha propuesto como predictor de la respuesta a la vacuna del herpes zoster en ancianos [105]. En nuestra cohorte de sujetos VIH hemos observado también que los niveles de usPCR tendían a asociarse inversamente con la magnitud de la respuesta a la vacuna frente a VHB (Anexo 2). Por otro lado, los niveles de usPCR se asociaron inversamente con la frecuencia de células RTE y directamente con la frecuencia de células T CD4 activadas. Dado que la 
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frecuencia de RTE depende directamente de la función tímica, esto sugiere que, en este escenario, también pueda existir una relación entre la inflamación y la función tímica, en la que es interesante profundizar. En este sentido, nuestro grupo ha descrito recientemente que la función tímica impacta en la progresión clínica de los sujetos VIH [106,107]. Es interesante destacar que, actualmente, se asume que la progresión clínica de los pacientes VIH tratados depende del estado inflamatorio crónico que persiste a pesar de la supresión virológica, y de la concomitante (parcial) reconstitución inmunitaria. Esta relación indirecta (timo-progresión + progresión-inflamación) también refuerza la hipótesis del papel del timo en la inflamación crónica de pacientes VIH. En estos escenarios de inmunosenescencia, también hemos explorado el papel de las Treg en la respuesta vacunal, puesto que las Treg están involucradas en la supresión del sistema inmunitario, impidiendo una respuesta apropiada frente a las vacunas [46,47], entre otras funciones. Además, en ambos escenarios la frecuencia de Treg se ve aumentada [15,64]. Hemos observado una frecuencia basal de Treg más elevada en los ancianos no-respondedores a la vacuna, resultados que están en línea con los de Geest et al. [108] y con los hallados previamente en nuestro grupo en sujetos infectados por VIH [51]. Asimismo, encontramos una mayor proliferación de las Treg en los ancianos que no respondían a la vacuna, resultado que concuerda con lo observado en el escenario VIH, en el que la respuesta a la vacuna de VHB se asoció inversamente con las células Treg proliferativas (Anexo 1 del tercer trabajo de la presente Tesis Doctoral, ͞Improved CD4 T-cell profile in HIV-infected subjects on maraviroc-containing therapy is associated with better responsiveness to HBV vaccination͟). El hecho de que una mayor frecuencia de Treg pudiera impedir una adecuada respuesta a la vacuna tanto en sujetos ancianos, como en sujetos infectados por VIH, refuerza el concepto de que este incremento de las Treg sea una característica común de inmunosenescencia en ambos escenarios [15], que puede comprometer la capacidad del sistema inmunitario para responder de manera apropiada [48-53]. Podemos especular que la expansión y elevada proliferación de las Treg en estos escenarios estén relacionadas con la proliferación homeostática que trata de compensar la menor función tímica en estos pacientes, como se ha observado 
100 
 
previamente en modelos animales [109] y, más recientemente en nuestro grupo, en un modelo humano de proliferación homeostática [110]. Un análisis en profundidad del papel de la inmunosenescencia en las Treg y viceversa, así como del papel de las Treg en la respuesta vacunal, podría contribuir a la búsqueda de estrategias terapéuticas que mejoren la respuesta vacunal en estos escenarios de inmunosenescencia.  En esta Tesis Doctora, hemos explorado una potencial estrategia terapéutica para mejorar la respuesta vacunal atendiendo a la expansión de Treg en estos escenarios de inmunosenescencia y a su efecto deletéreo en dicha respuesta. Dado que en estudios previos, nuestro grupo había mostrado que MVC podía reducir la frecuencia de Treg en sujetos con infección por VIH [94], nos propusimos estudiar si  el tratamiento con un TARc que incluyese MVC podría mejorar la respuesta a la vacuna frente a VHB, mediante un efecto reductor de la frecuencia de las Treg. Pero, además, un potencial efecto beneficioso de MVC en este escenario, también podría implicar otros mecanismos de acción como una reducción de la inflamación o una mejora de la presentación antigénica. De hecho, MVC ha presentado numerosas propiedades inmunomoduladoras, como mejorar la enfermedad de injerto frente a huésped en trasplante de células madre hematopoyéticas alogénicas [111,112], suprimir el crecimiento tumoral e inducir apoptosis en células de leucemia linfoblástica aguda [113]. En el escenario de la infección por VIH, MVC se ha asociado a una mejora de la inmunidad de la mucosa duodenal y a una reducción de la pérdida ósea [114,115]. También, parece ejercer un perfil antiinflamatorio, disminuyendo marcadores de inflamación como la 2-microglobulina, el CD40L soluble y el CD14 soluble [93], lo que podría mejorar la respuesta inmunitaria a las vacunas. De hecho, se había descrito previamente que MVC ejercía un efecto beneficioso en otros escenarios distintos de respuesta vacunal, como era la respuesta a la inmunización frente a tétanos, meningoco o cólera [97]. Por todo ello, en el segundo trabajo de la presente Tesis Doctoral, ͞Association between a suppressive combined antiretroviral therapy containing maraviroc and the hepatitis B virus vaccine response. Antimicrob Agents Chemother͟, quisimos explorar el posible efecto beneficioso de un TARc que incluyese MVC en la respuesta vacunal 
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frente al VHB. Observamos que este tratamiento efectivamente se asociaba con una mayor magnitud de la respuesta a la vacuna, aunque principalmente en sujetos VIH menores de 50 años. Estos resultados llevan a recomendar una estrategia de vacunación temprana, en sujetos menores de 50 años, y acompañada de un TARc que incluya MVC. Con la edad, el sistema inmunitario se altera debido a la inmunosenescencia y la respuesta a las vacunas disminuye [59]. En los individuos con infección por VIH, este proceso está acentuado además por la inmunosenescencia prematura que propicia el propio virus [56,57]. Es probable que esta inmunosenescencia prematura esté interfiriendo con el efecto beneficioso de MVC en los sujetos mayores de 50 años. Nos propusimos profundizar también en los posibles mecanismos inmunológicos implicados en este efecto beneficioso de un TARc que incluye MVC, concretamente, en el tercer trabajo de la presente Tesis Doctoral, ͞Improved CD4 T-cell profile in HIV-infected subjects on maraviroc-containing therapy is associated with better responsiveness to HBV vaccination͟. Así, hemos explorado el potencial efecto de un TARc que incluía MVC en diferentes parámetros asociados con la inmunosenescencia,  la inflamación, la función de las células T (incluidas las Treg), y células presentadoras de antígenos (incluidas las DC). Lo hemos analizado en el contexto de la eficacia de la vacuna VHB en la misma población VIH menor de 50 años estudiada en el trabajo anterior. Hemos encontrado que los pacientes tratados con un TARc incluyendo MVC mostraban un perfil inmunológico menos activado, con mayor contribución de las RTE y una menor frecuencia de mDC y de Treg. Estos factores habían sido previamente asociados con la respuesta vacunal en otras cohortes [116-118].  La elevada frecuencia de RTE en sujetos tratados con un TARc que incluía MVC, junto con la reducción de sus células T CD4 proliferativas, hace pensar que dicho régimen posee capacidad regenerativa del sistema inmune. La involución tímica que sufren los sujetos VIH [11] promueve la proliferación de células T por compensación homeostática, limitando la competencia inmunitaria al reducir el repertorio de los TCR [119]. Por tanto, si MVC mejora la función tímica, uno de los mecanismos por los cuales MVC podría estar mejorando la respuesta a la vacuna, sería aumentando la diversidad de los TCR. Por otro lado, un potencial efecto sobre la función tímica podría 
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repercutir a su vez en el grado de inflamación sistémica asociada a la infección por VIH. Además, el tiempo de exposición al TARc que incluía MVC también se asoció a una reducción en la frecuencia de células T CD4 activadas. Al respecto, resulta interesante que la menor frecuencia de células T CD4 proliferativas y células T CD4 activadas, correlaciona inversamente con la magnitud de la respuesta a la vacuna de VHB. En esta línea, como ya se ha comentado anteriormente, en el escenario de ancianos pudimos observar que, tanto las Treg proliferativas, como las subpoblaciones de maduración CD4 y CD8 proliferativas, correlacionaban inversamente con la respuesta a la vacuna frente a influenza. Respecto al posible efecto inmunomodulador de un TARc que incluye MVC sobre la inflamación en la cohorte de sujetos con infección por VIH, no observamos un efecto directo de dicho tratamiento sobre el marcador de inflamación usPCR. Sin embargo, la usPCR, como hemos comentado previamente, se asoció inversamente con la frecuencia de RTE y directamente con la frecuencia de células T CD4 activadas, variables que sí se vieron impactadas por el TARc con MVC. Esto sugiere un posible efecto indirecto del TARc con MVC en el estado inflamatorio. Además, no podemos descartar que el TARc con MVC ejerza su efecto en otras citoquinas inflamatorias, como ya ha sido descrito [93]. Curiosamente, tampoco observamos una asociación directa entre estar bajo un TARc incluyendo MVC y una reducción de Treg. Esta aparente discrepancia con nuestro trabajo previo podría explicarse en base a las notables diferencias en las cohortes estudiadas, sobre todo en relación con el hecho de ser pacientes no tratados previamente con antirretrovirales, pero también en cuanto al periodo de infección calculado desde la fecha del diagnóstico [94]. Sin embargo, el tiempo de exposición a dicho TARc con MVC sí se asoció con menores frecuencias de Treg. Lo que indica que, probablemente en esta cohorte, al haber experimentado los pacientes una mayor progresión clínica, sea necesaria una prolongada exposición a MVC para que su efecto reductor sobre la frecuencia delas Treg sea patente. Creemos, por tanto, que nuestros resultados refuerzan la hipótesis de que el efecto inmunomodulador que ejerce MVC sobre las Treg puede ser otro mecanismo por el cual MVC mejora la respuesta vacunal.  
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En resumen, el efecto beneficioso de un TARc que incluye MVC en la respuesta a la vacuna en sujetos VIH menores de 50 años, se debe en parte a la reducción que ejerce sobre la proliferación y la activación de las células T CD4, al efecto reductor de la frecuencia de células Treg, incluso a su potencial regeneración del sistema inmunitario y todo ello además parece impactar positivamente en el grado de inflamación. Por tanto, MVC, gracias a su efecto inmunomodulador, mejora diferentes funciones del sistema inmunológico necesarias para ejercer una respuesta adecuada tras la vacunación frente a VHB.  REFLEXIÓN FINAL La originalidad de esta Tesis Doctoral recae en que es la primera vez que se asocia la respuesta vacunal con alteraciones homeostáticas proliferativas propias de la inmunosenescencia. Además, hemos encontrado asociaciones interesantes entre la función tímica, la proliferación homeostática, la inflamación y la respuesta vacunal, en las que sería interesante profundizar en el futuro, puesto que una mejor comprensión de estas podría ayudar a entender mejor cómo la inmunosenescencia limita las capacidades del sistema inmunitario de manera global. Además, ayudaría a encontrar mejores estrategias para mejorar la respuesta vacunal en estas poblaciones inmunosenescentes. En este sentido, los resultados obtenidos en los sujetos infectados por VIH son de gran relevancia clínica  y terapéutica y nos llevan a recomendar que sea considerada la prescripción de un régimen antirretroviral incluyendo MVC en los protocolos de vacunación frente a VHB.  Asimismo, dado que la pérdida de la función tímica asociada al envejecimiento podría desempeñar un papel en el origen de la  inflamación y de las alteraciones proliferativas de células T, pensamos que alternativas terapéuticas encaminadas a mejorar la función tímica también podrían tener repercusión en mejorar la respuesta vacunal en estos escenarios. Por ello, sería interesante desarrollar ensayos clínicos en este contexto, como los realizados con la hormona del crecimiento en sujetos infectados por VIH, en los que se muestra una mejora de la respuesta inmunitaria frente al VIH, debido a su efecto beneficioso sobre la función tímica [120,121]. 
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           7. CONCLUSIONES 
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CONCLUSIONES 1. Las alteraciones homeostáticas proliferativas que se dan en las subpoblaciones de maduración de las células T CD4 y CD8, incluyendo las Treg, asociadas al fenómeno de inmunosenescencia, repercuten en una menor respuesta a la vacuna frente a influenza en ancianos. Estas alteraciones homeostáticas podrían estar íntimamente relacionadas con el aumento de inflamación sistémica y con la disminución de la función tímica que se producen durante el envejecimiento.  2. Un tratamiento antirretroviral incluyendo Maraviroc se asocia con una mayor magnitud de la respuesta a la vacuna frente a Virus de la Hepatitis B en sujetos con infección por VIH menores de 50 años. Por tanto, un régimen conteniendo este fármaco durante el protocolo de inmunización podría ser una estrategia terapéutica adecuada para mejorar la respuesta vacunal en estos sujetos. 3. Los pacientes tratados con un tratamiento antirretroviral incluyendo Maraviroc muestran un perfil inmunológico menos activado, con mayor contribución de las células T recientemente emigradas del timo y una menor frecuencia de células T reguladoras, perfil que se asocia con una mejor respuesta a la vacuna frente al Virus de la Hepatitis B. Así, Maraviroc podría tener un efecto regenerador sobre el sistema inmunitario, promoviendo la función tímica y disminuyendo la proliferación homeostática compensatoria, lo que puede repercutir también en un menor estado proinflamatorio.  
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